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consists  of  two  structures,  (i)  the  cochlea,  which  harbors  the  sensory  organ  of  Corti 
responsible for the detection of sound and (ii) the vestibulum– with its three semicircular 
canals,  sacculus  and  utriculus  –  which  generates  information  about  3‐dimensional 
orientation and balance. The cochlea is subdivided into three fluid‐filled compartments that 
are wound up around the bony modiolus from the round window to the apex. The cochlea 
is  tonotopically‐organized,  i.e.  each  frequency  is  encoded  at  a  defined  region  along  the 
longitudinal axis (Torres and Giráldez 1998), with low frequencies towards the apex and the 
highest frequencies at the base (Liberman 1982; Müller et al. 2005). This is accomplished 






compartments  lays  the  scala media, which harbors  the organ of  Corti  that  contains  the 
sensory hair cells. It is isolated through Reissner’s membrane from the scala vestibuli and 
through the basilar membrane from the scala  tympani  (Figure 1‐1 B). These barriers are 















(OHC), which have different  specializations.  IHCs are  the genuine sensory cells encoding sound at  their 
synapses with  the  spiral  ganglion  neurons.  OHCs  provide  active  cochlear  amplification, which  helps  to 












ossicles  transfer  this movement  onto  the  oval  window  of  the  cochlea,  thereby  evoking 
pressure waves  in  the  scala vestibuli  that  initiate  frequency‐selective movements of  the 
basilar membrane at the corresponding tonotopic position (Ghaffari et al. 2007; Cormack 
et al. 2015; Liu et al. 2015). This travelling wave causes a relative movement of the hair cells 
vs.  the  tectorial  membrane,  thereby  deflecting  the  hair  bundles  and  opening  their 







“electromotility”,  thereby  increasing  frequency  selectivity  and  sensitivity  of  hearing 
(LeMasurier and Gillespie 2005).  
The difference of function of the two types of hair cells is also reflected by the innervation: 
In  most  species,  IHCs  make  contact  with  about  5‐30  afferent  myelinated  Type  I  fibers 
(reviewed in Meyer and Moser 2010). Each of these fibers forms a single synapse with a 
single IHC presynaptic active zone (Liberman 1980; Hashimoto et al. 1990), jointly enabling 
exquisite  intensity  coding,  as  these  synapses  have  different  intensity  thresholds  and 
dynamic ranges (Liberman et al. 1990; Merchan‐Perez and Liberman 1996; Taberner and 
Liberman 2005; Meyer et al. 2009; Ohn et al. 2016). OHCs are innervated by Type II fibers 











process: A  In  resting position,  the mechanically  gated  ion  channels  (MET)  located at  the  stereocilia  are 
largely closed. B When the hair bundles are deflected by the movement of the basilar membrane, these 
channels open. A current  is  initiated, primarily mediated by K+  ions, driven by  the high electrochemical 
gradient  (equimolar potassium concentrations  in  IHC and  in  the endolymph  (˜150 mM), endolymphatic 
potential of +80 mV, resting potential of IHC: ‐55 mV, thus electrical driving force for K+: 135 mV (LeMasurier 
and Gillespie 2005; Johnson et al. 2011). Through depolarization, voltage‐dependent calcium‐channels (CaV 




IHCs  can  be  subdivided  into  two  distinct  functional  compartments:  (i)  the  apical 
compartment  containing  hair  bundles  that  are  connected  with  tip  links  and  mediate 
















cranial  nerve  and  convey  the  encoded  signal  to  the  brain.  These  morphological  and 




al.  1998;  Safieddine  and  Wenthold  1999)  and  also  use  a  different  exocytosis/priming 
machinery. For example, soluble N‐ethylmaleimide‐sensitive factor attachment receptors 
(SNARE  proteins), mammalian  uncoordinated  13  (MUNC  13)  family  and  Ca2+‐dependent 
activator proteins for secretion (CAPS) family (Speidel et al. 2005; Dudenhöffer‐Pfeifer et al. 












behavior;  hence,  hearing  impairment  (Hl)  is  a  severe  disability.  Especially  prelingual  Hl, 
which  exerts  a  prevalence  of  ~1  in  500  children  (Thompson  et  al.  2001),  renders  social 







innovative  treatment  options.  Sensorineural  Hl,  caused  by  dysfunctions  in  synaptic 
transmission  and  the  auditory  nerve  can  either  be  (i)  acquired,  e.g.  age‐related  and 
progressive, or accelerated by: ototoxic effects of common drugs, such as aminoglycoside 
antibiotics  or  cisplatin,  genetic  predisposition,  overstimulation  or  pathogenic  infections 
(Edlich et al. 2005; Kral and O’Donoghue 2010; Saldan et al. 2017) or (ii) genetic, which can 
be  further  subdivided  into  syndromic  forms  with  additional  manifestations  (i.e.  Usher 
Syndrome)  or  nonsyndromic  forms,  which  account  to  nearly  two‐thirds  of  congenital 
deafness (Denoyelle et al. 1999). To date, 64 recessive (DFNB), 34 dominant (DFNA) and 4 
X‐linked (DFNX) gene mutations are associated with nonsyndromic deafness, and 44 genes 
have  been  linked  to  syndromic  forms  (source:  Hereditary  Hearing  Loss  website 
http://hereditaryhearingloss.org). 
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Over  recent  years,  a  range of other proteins  could be  shown  to play  important  roles  in 
exocytosis at this unique synapse (reviewed in Pangrsic et al. 2012) of which some loss of 
function mutations have been shown to cause forms of human deafness (Leibovici et al. 
2008):  (i)  the  actin‐based  motor  protein  Myosin  VI  is  important  for  ribbon  synapse 
maturation and as a binding partner of otoferlin involved in endo‐ and exocytosis (Roux et 






al.  2008).  Finally  (iv)  a  defect  of  CaV1.3,  the  presynaptic  Ca2+  channels  which  control 
transmitter release and are important for the development of hair cells (Brandt et al. 2003; 
Brandt et al. 2005), causes the SANDD syndrome (sinoatrial node dysfunction and deafness), 






















and  O’Donoghue  2010):  (i)  less  invasive  options  should  be  checked  and  ruled  out  as 
preferred treatment options, (ii) in patients with significant preserved cochlear function in 
low frequencies, short electrodes are used to preserve the apical part of the cochlea and 
(iii)  predictors  of  negative  treatment  outcome  should  be  considered,  e.g.  handicapped 
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operation  of  the  device with  Parkinson’s  disease  or  decreased  cognitive  capacity which 
would  influence  the  training  outcome  (Zahnert  and  Mürbe  2017).  Moreover,  with 
increasing time of deafness, the understanding of speech and the number of SGNs decrease 
(Pfingst et al. 2011) making early intervention essential (Kral et al. 2006; Sharma et al. 2007). 









currently  being  developed,  with  the  hope  to  provide  better  (i.e. more  natural)  hearing 
restoration (reviewed in Jeschke and Moser 2015; Moser and Starr 2016). As CIs directly 
stimulate SGNs with electric impulses, SGN survival  is a prerequisite for correct function, 
but  interestingly,  the  CIs  were  reported  to  still  provide  hearing  restoration  despite 






(i)  protection  of  SGNs  to  improve  viability,  for  example  through  administration  of 
neurotrophins, etc.  (Atkinson et al. 2012; Li et al. 2015; Zhang et al. 2016) or (ii)  in vitro 
generation of SGNs from stem cells (Coleman et al. 2006; Chen et al. 2012; Ishikawa et al. 
2015).  A  new  approach,  termed  optogenetics,  which  employs  gene  therapy  to  force 
expression  of  light‐sensitive  ion  channels  in  SGNs  and  their  stimulation  through  a  light‐
emitting  optical  CI,  could  bring  better  sound  resolution  and  hence,  improve  e.g. music 
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appreciation  (Hernandez  et  al.  2014;  Jeschke  and  Moser  2015).  In  case  the  patient’s 
condition does not allow for CI implantation – e.g. after extensive loss of cochlear neurons 
– auditory brainstem implants could be inserted that directly stimulate the cochlear nucleus 
(Otto  et  al.  2004;  Colletti  et  al.  2005;  Schwartz  et  al.  2008),  where  improved  spectral 
precision might be achieved through the use of optogenetics as well (Hight et al. 2015). 
As the ability to regenerate hair cells was lost in mammals during the cause of evolution, 
progressive/acquired  Hl  might  in  the  future  be  addressed  therapeutically  by  two  main 
means in analogy to the ones described above for SGNs: (i) protection of existing hair cells 
or (ii) generation of new hair cells e.g. by induced transdifferentiation of supporting cells. 
For  example,  protection  against  ototoxicity was  achieved  through  ectopic  expression  of 
catalase (Kawamoto et al. 2004) or other anti‐apoptotic genes to prevent hair cell loss after 




The  expression  of  the  transcription  factor  Atoh1  could  achieve  transdifferentiation  of 
supporting cells  into new functional hair cells  (Zheng and Gao 2000; Woods et al. 2004; 
Izumikawa et al. 2005; Gubbels et al. 2008). 
Apart  from gene therapy, also stem cell  therapy  is highly anticipated to achieve hearing 
restoration using  fetal auditory  stem cells, embryonic  stem cells, or  induced pluripotent 
stem  cells  (Li  et  al.  2004;  Chen  et  al.  2009).  In  earlier  approaches,  the  phenotypic 
transformation  into  hair  cell‐like  cells  remained  unsatisfactory  (Oshima  et  al.  2010). 









wild  type  (WT)  coding  sequence  in  cells  where  the  physiological  function  is  impaired 
through the defective gene. Various gene defects are known that cause either syndromic or 





experiments  indicate  the  possibility  of  hearing  restoration  through  gene  replacement 
therapy  in  the  inner ear, whereas  in  several  candidate genes e.g. otoferlin  (DFNB9)  this 
remains still to be demonstrated.  In vivo, WT Vglut3 was successfully replaced in Vglut3‐
knockout  (KO)‐mice with  an  AAV‐1  vector, which  resulted  in  partially  restored  auditory 
brainstem  responses  (ABR)  (Akil  et  al.  2012).  However,  one  problem  the  authors  were 
confronted with was the continued progressive loss of SGNs even when treated shortly after 
birth, a phenomenon demonstrating the complexity of inner ear gene therapy. In a separate 
study,  Beethoven  mice,  which  have  an  orthologous  mutation  in  the  gene  coding  for 
transmembrane  channel‐like protein  (TMC) 1    –  leading  to  the dominant progressive HI 
DFNA36 (Zhao et al. 2014) – were transduced with an AAV2/1 encoding TMC1 and TMC2 
(Askew  et  al.  2015).  In  these  experiments,  mechanosensory  transduction  and  auditory 













Chapman  2010;  Pangršič  et  al.  2010),  a  first  attempt  to  compensate  otoferlin  loss  was 
undertaken by ectopic expression of syt 1 (Reisinger et al. 2011), which is the vesicular Ca2+‐
sensor at  conventional  synapses  (Chapman 2002). However,  in  these experiments,  syt 1 







otoferlin. Nevertheless,  the possibility of  hearing  restoration  in DFNB9 patients  through 




transfection methods will assist  in establishing  the  feasibility of  rescuing  the  function of 
otoferlin in proof‐of‐principle experiments. Here, electroporation (EP) poses an interesting 
candidate  screening method,  as  it  is  a  fast,  inexpensive and highly  flexible  in  vitro gene 
delivery method. Moreover, EP is capable of transferring  large sequences, exceeding the 
size  of  AAVs.  Upon  successful  gene  delivery  and  subsequent  assessment  of  therapeutic 
value, this initial screening would then be followed by finding an adequate vector for further 
optimizing  gene  transfer  efficiency etc.  Lately,  the  introduction of  close  field  in  vivo  EP, 








multiple  vector  systems  have  been  developed  and  are  currently  being  used  in  animal 
models of human HI.  Therefore,  I will  provide a brief overview of  current  gene delivery 
systems: 
To date, viral vectors are the preferred gene transfer system, as they offer high transduction 
efficiency  and  cell  tropism,  which  restricts  gene  expression  to  a  specific  cell  type. 
Unfortunately,  most  vectors  are  detected  by  the  host’s  immune  system,  inducing  an 







































































growing  cell  populations  (Coura  and  Nardi  2008),  which  is  particularly  important  for 
successful in vivo application of the virus in clinical settings. 
Generally, naturally‐occurring adenoviral vectors are capable of harboring insert sizes of up 
to  7.5  kb.  However,  first  generation  E1‐  and  E3‐deleted  Ad  with  have  an  estimated 
transgene capacity of around 8 kb (Bett et al. 1993), which can be augmented to 10 kb with 
Introduction  15









vascularization  (Rosengart  et  al.  2013)  and  (iii)  a  clinical  phase  I/II  trial  assesses  Atoh‐1 
expression  in  bilateral  severe  to  profound  hearing  loss  (ClinicalTrials.gov  Identifier: 
NCT02132130). 
Despite of these encouraging results,  therapeutic use of  these vectors currently remains 






alternative  for  future  gene  transfer  approaches.  Additionally,  other  modified  Ads  are 
currently  in development, which have improved transduction efficiency (Praetorius et al. 













In  principle,  EP  makes  use  of  the  permeabilization  of  the  phospholipid  bilayer  of  cell 
membranes by applying square‐wave electric pulses of a given amplitude (depending on 










1994),  pulse  repetition  frequency  (Faurie  et  al.  2010),  homogenicity  of  the electric  field 
(Miklavcic et al. 1998), ion concentration of the EP solution (Haberl et al. 2010; Haberl et al. 
2013)  and polarity  of  the  electrodes  (Reberšek  et  al.  2007).  Considering  all  parameters, 
protocols  have  to  be  individually  developed  for  each  target  cell  type  to  achieve  high 
transfection rates while membrane permeability is still reversible after cessation of EP and 
hence,  cell  survival  is  ensured.  Surpassing  this  point,  permeabilization  by  EP  becomes 
irreversible  leading  to  cell  death  (Davalos  et  al.  2015;  Wendler  et  al.  2016),  which  is 




































































NaHCO3  according  to  the manufacturer’s  instructions  and  coated  30 min  to  1h  before 
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preparation, which has proven a fast and reliable alternative to polyornithine/laminin in our 






of  the ototoxic effect of aminoglycosides, use of ampicillin  (100 μg /10 μL ampicillin  (10 
mg/mL)) (Parker et al. 2010), penicillin and fungizone (Montcouquiol and Kelley 2003) or 
ciprofloxacin  (Driver  and  Kelley  2010)  to  overcome  possible  contamination  during  the 
dissection procedure was made; however, in our experiments, we solely supplemented the 
dissection  buffer,  but  not  growth  medium,  with  fungizone  and  penicillin  G  to  avoid 
detrimental effects of these compounds on culture viability. For even better attachment 
onto the cover slips, we found that pre‐warming of the growth medium was very useful. 
Additionally,  to  further  increase cell viability, dissections were performed on  ice  to slow 
down  cell  metabolism.  Cultures  were  then  incubated  at  37°C/5%  CO2  in  a  humidified 
incubator in pre‐warmed 3.5 mm petri dishes (627102, Greiner Bio‐One) containing 2 ml of 
growth medium, cultures were fed every three days by removing 45% and adding 50% of 













Samples  were  incubated  with  the  desired  primary  antibodies  diluted  in  GSDB/DSDB 
(depending  on  the  applied  primary  antibody  combination)  either  for  one  hour  at  room 
temperature or overnight at 4° C. After remaining primary antibody was washed out with 
PBS (3 x 5 min) or wash buffer (450mM NaCl, 20 mM phosphate buffer, 0.3% Triton X‐100), 












Table  2‐1  Primary  antibodies,  that  were  used,  and  the  respective  dilution,  host  and 
fixation time 





Otof  NF200  Bassoon  CtBP2  CtBP2  vGlut3 
Host  mouse  mouse  mouse  mouse  rabbit  rabbit 
Dilution  1/300  1/400  1/500  1/200  1/200  1/400 
Type  monoclonal  monoclonal  monoclonal  polyclonal  polyclonal  polyclonal 
Compan
y 





Cat.‐No.  ab53233  N5389  ab82958  612044  193 003  135 203 
Fix. (min)  60  60  60  60  60  60 
Secondary 
Antibodies 
anti‐rabbit 647  anti‐mouse 488  anti‐rabbit 488  anti‐mouse 647 
Host  donkey  donkey  goat  goat 
Dilution  1/500  1/500  1/500  1/500 
Type  IgG H+L  IgG H+L  IgG H+L  IgG H+L 
Company  Invitrogen  Invitrogen  Invitrogen  Invitrogen 
Cat.‐No.  A‐31573  A‐21202  A‐11008  A‐21236 










3x  zoom with 1024x512 pixels  for protein expression analysis.  For all  experiments,  scan 
speed was  set  to 400 Hz.  In all  experiments  the pinhole  size was  set  to 1 airy unit  (AU; 






Word.  To  evaluate  culture  morphology,  DIV  13  cultures  were  immunohistochemically 
stained and we determined the number of nerve bundles, which insert from the modiolar 
side to the hair cells through single sections. Synapse formation was analysed by counting 
colocalizing  spots  of  CtBP2  and  bassoon  or  spots  of  just  CtBP2  per  IHC  bodies  through 










not  allow  for  proper  statistical  data  evaluation.  The  actual  numbers  are  only  indicating 





4°C.  Using  a  square‐wave  electroporator  (NEPA‐21,  Nepa  Gene,  Japan),  organ  of  Corti 


















cell morphology,  than  experiments where  the DNA was diluted  in  ultrapure water.  This 
likely resulted from the physiological osmotic pressure in HEPES‐HBSS and should be taken 
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an  internal  ribosomal  entry  site  sequence  (IRES)‐sequence.  DNA  concentration  of  the 
applied solutions was 2mg/ml, first diluted in peqGOLD elution buffer out of 5mM Tris pH 




transduce  cultured  organs  of  Corti,  we  used  a  second  generation,  replication‐deficient 
second generation E1‐, E3‐, pol‐deleted adenoviral vector (Holt et al. 1999; Luebke et al. 
2001) with  a  CMV  enhanced  beta  actin  promoter  (HBA)  driven  insert,  either without  a 
second sequence or containing WT‐otoferlin or the mutated pachanga (pga)‐otoferlin and 




F12  Glutamax.  In  a  final  step,  the  virus  was  inactivated  with  serum‐containing  growth 
medium  (DMEM‐F12  +  10% GSDB).  The  cultured  organs  of  Corti were  transduced  after 












is  required  to    transfect  IHCs.  Therefore,  we  aimed  to  establish  a method  that  reliably 





transfer  and  identify  promising  candidate  genes  amenable  for  gene  therapy  for  further 
development and potential clinical translation. 
3.1 Morphology of E14.5 WT DIV13 cultures 


















To  further  characterize  E14.5  cultures,  we  analyzed  cultures  at  DIV13  (equivalent 
developmental age as P0/DIV7 or P7) and investigated (i) the expression pattern of otoferlin 





staining  intensity  in  the basal part of  the  IHCs, but also the apical Golgi region, whereas 
Vglut3 was mainly expressed throughout the cytosol.  
 














seen  in  the  representative  maximum  projections,  ribbon  synapses  are  formed  and 
maintained in the cultures (Figure 3‐2 B’). The average number of ribbons per IHC was 9.5 
(171  ribbons/18  counted  IHCs)  in  two  representative  cultures,  which  is  close  to  the 
estimated range of 10‐15 ribbons per IHC in hearing WT mice within this tonotopic region 
in vivo (Francis et al. 2004; Meyer et al. 2009). 













OTOF‐KO  mice  exhibited  lower  exocytosis  rates  with  similar  Ca2+  currents,  implicating 
otoferlin‐dependent exocytosis and physiological maturation in culture. This may also be 



































we  set  out  to  establish  a  protocol  that  is  effective  while  leaving  the  culture  in  a  good 
condition, so that they could subsequently be used for physiological experiments (e.g. patch 
















and  in some IHCs and OHCs, as  indicated with open (IHC) or  filled (OHC) arrowheads. B & C  show higher 
magnification images of two samples illustrating transfection rate variability between different experiments. 
In  sample B, no  IHC, but  five OHCs  (filled arrowheads) and some supporting cells  show eGFP expression, 
whereas in the second sample C, eGFP expression can be found in three IHCs (open arrowheads) and some 




eGFP‐Vangl2  and  pIRES‐eGFP  for  each  condition  shown  in  Figure  3‐5  and  Figure  3‐6, 
respectively. 
When using  the  pIRES‐eGFP  plasmid  transfection  efficiency was  lower  than with  pCLIG‐
eGFP‐Vangl2 as shown in Figure 3‐5 and Figure 3‐6.  
In  summary,  transfection  efficiency was  generally  low,  but  higher with  the pCLIG‐eGFP‐
Vangl2, when  directly  compared  to  the  pIRES‐eGFP  construct,  thereby  indicating  better 








in  an  earlier  publication  (Wolf  et  al.  1994).  However,  due  to  the  high  variability  in  the 
transfection  rates  between  experiments, with  no  clear  preference  for  certain  tonotopic 
positions,  a  larger  sample  size  would  be  necessary  to  clarify  this  point.  In  general,  the 















evidence  to  support  this hypothesis.    I  counted 1  (1/172)  transfected  IHC and 5  (5/513) 
transfected OHCs in total (N=3; pCLIG‐eGFP‐Vangl2; 5 pulses with polarity switching). The 
highest achieved transfection rate  in a single organ of Corti and one specific area  in this 





















Figure  3‐6  Evaluating  the  impact  of  pulse  number  and  construct  type  on  EP 
transfection efficiency in OHCs of E14.5 WT cultures  
To  analyse  transfection  efficiency  using  EP,  the  total  and  the  transfected  number  of  OHCs  per 
preparation was counted through confocal projections with different EP parameters: A 6 pulses/ pCLIG‐
eGFP‐Vangl2 (N=3; n=627) B 8 pulses/ pCLIG‐eGFP‐Vangl2 (N=2; n=263) C 6 pulses/pIRES‐eGFP (N=3; 
n=499) D 8 pulses/pIRES‐eGFP (N=3; n=617). Error bars  indicate standard error of  the mean  (SEM). 
Other than IHCs, OHCs were transfected with both constructs, though the efficiency was still higher 
using pCLIG‐eGFP‐Vangl2. 
In  summary, we  can  conclude  that  the  transfection efficiency  for OHCs depends on  the 
number of pulses, which appears not to be the case for IHCs, were 6 pulses produced the 












lab  failed  to  achieve  efficient  transduction  of  cultured  organs  of  Corti  and  strongly 
compromised culture  integrity, we aimed to resolve this  issue by optimizing the delivery 
protocol.  Here,  we  (i)  characterized  the  transduction  efficiency  of  three  different  Ad5 
vectors: a GFP‐coding Ad5‐HBA‐IRES‐eGFP and two different otoferlin‐coding Ad5s, namely 
Ad5‐HBA‐mOtofpga‐IRES‐eGFP  and  Ad5‐HBA‐mOtofWT‐IRES‐eGFP,  (ii)  assessed  the  post‐




of  24h  that  resulted  in  loss of  structural  integrity, we opted  for  a  shortened  incubation 
period of 4h that was successfully used in an earlier AAV protocol (Liu et al. 2014). Here, we 
reasoned that the prolonged lack of growth factors during the virus inoculation step may 
negatively  impact  on  cell  survival.  In  the  present  study,  we  used  three  different  virus 
constructs: Ad5‐HBA‐IRES‐eGFP, Ad5‐HBA‐mOtofWT‐IRES‐eGFP (coding for WT otoferlin and 









In  comparison  to  cultures  treated with  the  same  virus  and  the  24h  incubation protocol 
(Reuter 2011) the morphological impact appeared less severe after a 4h incubation period. 
As shown  in an overview of a E14.5 culture after DIV7 (Figure 3‐7 A),  the organ of Corti 










fixed  and  imaged  at  DIV13.  While  cultures  transduced  after  DIV1  showed  high  eGFP‐








and medio‐apical  11.83   2.01%),  the  3‐fold  increased Ad5‐titer  dramatically  raised  the 
transduction  rates  across  all  tonotopic  regions  that  showed  highest  transduction  in  the 
medio‐apical  part  (basal  27.61    10.39%,  medial  35.03    4.62%,  medio‐apical  56.42   
7.53%;Figure  3‐8).  The  2‐Way  ANOVA  test  (P<0.05)  showed  significant  differences  of 
transduction efficiency between the groups treated with 3x106 tu and 1x106 tu (P 9.24E‐6), 
but  no  significant  difference  between  transduction  efficiency  and  tonotopic  regions  (P 























transduced  after  DIV1  with  1x106  tu  Ad‐eGFP.  Overall  transduction  efficiency  appeared  decreased 
compared  to E14.5  cultures  (A).  (A’, B’,  C’)  show examples of  confocal  images  attained with  the  same 
conditions. The asterisks are highlighting the respective IHC rows. 




a  trend  to  low  transduction  rates  when  the  otoferlinpga  construct  was  used  –  either 
°                                               °°°
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transducing  the  wild‐type  or  otoferlin‐KO  culture  pointing  to  eventually  decreasing 
transduction rates with  increasing  insert sizes, which may have to be reevaluated  in the 
future as there is yet not enough data for a statistically relevant statement. Interestingly, 
the expression of otoferlin in the pga‐transduced WT‐IHC seemed to be attenuated, as the 
signal  appears  lower  in  the  plasma  membrane  and  more  diffusly  distributed  in  the 





otoferlinpga  expression  could  also  be  detected  in  some  IHCs  but  also  other  cell  types. 
Moreover,  we  transduced  E14.5  otoferlin‐KO‐mice  with  a WT  otoferlin  construct  (N=2) 









otoferlinpga  into  WT  and 
otoferlin‐KO  cultures  and 
a  first  attempt  to 
transduce otoferlinWT into 
otoferlin‐KO‐mice 






an  E14.5 WT  cultures  at  DIV1. 
Abundant  transduction  could 
be  observed  with  otoferlinpga 
and  eGFP  in  sensory  hair  cells 
and  Kölliker’s  organ  .  B  Zoom 
image showing a single IHC and 






expression  could  also  be 
detected in some IHCs despite of a weak eGFP signal. D Otoferlin‐KO‐mice were transduced with Ad5‐HBA‐











coding  sequence  of  which  exceeds  the  maximum  insert  size  of  AAVs  for  transfer  into 
cochlear IHCs. In my experiments, I focused on two different gene delivery approaches: (i) 




Corti  freshly  dissected  from embryonic  E14.5 mice, with which  –  compared  to  previous 
attempts with  postnatal mice  –  higher  transduction  rates  could  be  achieved. Using  this 
experimental system, I could show by morphological markers, in a qualitative manner, that 
the development of the embryonic cultures was comparable to cultures of neonatal age 
with  the  same  cumulative  age.  Preliminary  data  indicated  physiological  properties 

































generation of  conditional  KO mouse  lines  is  technically  challenging,  expensive  and  time 
consuming.  Hence,  organotypic  cultures  of  the  organ  of  Corti  play  an  important  role  in 























































Using  immunohistochemistry,  both,  otoferlin,  which  is  expressed  from  E16  (Roux  et  al. 
2006), and Vglut3, which is detected from E19 (Seal et al. 2008), could be verified in E14.5 
DIV13 cochlear cultures – otoferlin could also be detected at DIV 7 (Figure 3‐4 A) – and are 
essential  for  the  hair  cell  synaptic  transmission  apparatus  (Figure  3‐2  A).  The  staining 
pattern  of  both  proteins  is  reminiscent  of  postnatal  otoferlin  and  Vglut3  distributions 
(Pangršič et al. 2010; Roux et al. 2006) and is similar to P7 WT cultures as shown in Figure 
3‐2  A’,B’’,  which  may  indicate  correct  protein  expression  in  culture.  Moreover,  initial 
electrophysiological data (Figure 3‐3) further support this conclusion. 
Ribbon synapse formation in E14.5 DIV13 cultures was also prominent and comparable – 
although at slightly  lower numbers than  in vivo. This observation  is  in  line with previous 
reports for neonatal cultures, where ribbon development  in vitro and  in vivo distribution 
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was  found  to  be  comparable  (Sobkowicz  et  al.  1982).  The  slightly  decreased  average 
amount of ribbons is expected to result from SGN loss during culture preparation. 
Through  immunohistochemistry  with  antibodies  targeted  against  the  neuronal  marker 
NF200 and  the presynaptic  ribbon marker CtBP2,  IHCs of  E14.5  cultures were  shown  to 



















































authors  electroporated P0‐P1  isolated  rat  organs of Corti  in  a  groove of  agarose with 8 








(Zheng  and Gao 2000; Woods  et  al.  2004;  Jones  et  al.  2006;  Parker  et  al.  2010).  In  our 
experience, DNA diluted  in HBSS/HEPES resulted  in  less sticky tissue after EP, which was 
also described in (Driver and Kelley 2010). This observation could be explained by the rapid 































hair  cells  by  the  pCLIG‐construct  compared  to  the  relatively  higher  expression  in  the 
Kölliker’s organ with the pIRES‐construct. Even though pCLIG‐eGFP‐Vangl2 uses the most 












to  enhance  the  electric  field  strength  and  hence  produce  a  higher  degree  of 
permeabilization or (ii) a longer pulse duration to enhance the probability of transfection 
through  longer  plasmid‐cell‐contact  time. As  a  perspective,  injectoporation  (Xiong  et  al. 







4.33 with  6  and 8.5 with 8 pulses using  the more efficient pCLIG  construct.  In  terms of 





publication, where mice up  to P5 could  successfully been  transfected  (Driver and Kelley 
2010). Here, reasons may include (i) a too small distance between the electrodes or (ii) the 
quality  and  vitality  of  the  dissected  tissue:  after  dissection,  P0  organs  of  Corti  were 
physically removed from the modiolus, thereby losing the flat, disc‐like shape of the E14.5 
tissue  explants.  Both  of  these  factors  could  have  led  to  varying  distances  between  the 
electrodes and the tissue explant. As the electric field strength   correlates inversely to the 
distance of the electrodes  :   ( = electric field strength,  = voltage and  = distance 















The  paradox  finding  that  pulse  number  and  transfection  efficiency  are  proportional  for 
OHCs, but not for IHCs, (see Figure 3‐5, Figure 3‐6) remains puzzling, but could be explained 
by a probability issue due to the greater amount of OHCs (three rows of OHCs vs one row 
of  IHCs).  This  hypothesis  is  supported  by Wolf  and  colleagues  who  showed  that  pulse 
number and transfection efficiency are positively correlated (Wolf et al. 1994). However, 




























To date,  the main  limiting  factor of  in vitro EP  remained  its  relatively  low efficiency and 
inter‐experimental variability. A novel EP‐based method promises to overcome this  issue 
by local delivery of the plasmid solution during the EP (‘injectoporation’; (Xiong et al. 2014). 
Here,  targeted  microinjection  of  the  plasmid  solution  into  the  intercellular  space 
surrounding  the  base  of  the  hair  cells  coupled with  immediately  subsequent  EP  grants 
unhindered  access  with  locally  high  plasmid  concentrations  and  hence,  dramatically 
increases  the  transfection  efficiency  within  a  confined  space.  In  these  experiments, 
organotypic cultures of newborn mice could successfully be transfected up to an age of P4. 
The  authors  reported  transfection  rates  similar  to  virally‐transduced  cultures;  however, 
restricted to a row of ~10 cells in immediate proximity. Moreover, the largest protein that 
has  successfully  been  injectoporated  was  cadherin  23  (Cdh23;  >10kb) 
(http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1890219),  which  exceeds  the  maximum 
packing size of most commonly used AAV vectors. Moreover, injectoporation enables highly 
targeted  transfection  within  the  tonotopically‐organized  organ  of  Corti,  allowing  for 
improved inter‐experimental comparability.  
However,  a  few  disadvantages  of  this  method  also  have  to  be  considered:  (i)  this 
experimental procedure is technically significantly more complex and time‐consuming, (ii) 
the  initial equipment costs are higher than for normal EP experiments, as a microscope, 
micromanipulator  and  pipette  puller  are  required  and  (iii)  the  risk  of  contamination  is 
largely increased as microinjection has to be performed under non‐sterile conditions and 
(iv) it is not applicable in vivo.  

























which  yields  high  culture  viability  and  structural  integrity  after  transduction  and  hence 
enables detailed physiological analysis. Reasons for the loss of the structural integrity may 
include  (i)  cytotoxicity  resulting  from excessively  long  virus  inoculation,  (ii)  the negative 
impact of 24 h  lack of growth  factors, etc.  found  in  fetal bovine  serum that are needed 
during development and recovery from the dissection procedure, which was also shown 
after EP (Delteil et al. 2000) or (iii) the lack of the binding capacity of proteins like albumin, 






the  dissection  procedure.  Additionally,  Ad  transduction  efficiency  was  found  to  be 





expression was  observed  to  be  stable  for  at  least  13 DIV without  any  loss  of  structural 
integrity of the cultures. 
4.3.2 Transfection efficiency depends on developmental  age,  time  in  culture prior  to 
transduction and virus titer 
In my  experiments,  I  used  a  custom made  second  generation  Ad5 with  a  stock  titer  of 
1x106tu/µl and could show efficient transduction of E14.5 cultured organs of Corti, in which 
mainly hair cells and supporting cells within the organ of Corti, but also other cell types in 
the  Kölliker’s  organ were  targeted  (Figure  3‐7 A);  both  findings  reminiscent  of  previous 
reports (Holt et al. 1999; Kanzaki et al. 2002). The transduction rate strongly depended on 
the age of the animal (Figure 3‐8 A and C) and the time in vitro (Figure 3‐7 B), suggestive of 
developmentally  regulated expression of co‐receptors  like CAR  (Nalbantoglu et al. 1999; 
Kim et al. 2002) and/or αvβ3 and αvβ5 integrins (Croyle et al. 1998; Wang et al. 2000). 
 
In  case  of  the  E14.5  cultures,  a  3‐fold  higher  Ad‐titer  resulted  in  a  2‐fold  higher mean 





















of development, expressing possibly more surface structures  like  integrins  that  facilitate 
virus entry. A  statistically not  significant  trend of  tonotopic dependence of  transduction 
rates was only observed while using 3x106tu, whereas in the experiments with 1x106tu it 
could not be detected. A hypothesis could be that the number of virus copies was simply 




In addition,  I  found that the time  in culture prior  to transduction greatly  influenced Ad5 
efficiency, where longer time in vitro prior to transduction caused a dramatic decrease in 
transduction  rate.  (Figure  3‐7).  Here,  a  possible  explanation  may  include  fibroblast 
overgrowth during the culture period that could negatively impact on tissue accessibility by 
forming  additional  physical  barriers;  thereby  further  adding  to  the  suspected  down‐
regulation of above‐mentioned co‐receptor components.  
To  sum up,  the main drawbacks of Ads are a  transduction efficiency which decreases  in 
older mice (E14.5 vs P0) and the evoked immune response, hampering long term  in vivo 
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expression.  Therefore,  to  date,  there  are  various  attempts  to  accomplish  increased 
transduction  efficiency,  cell  tropism  and  minimize  innate  immune  responses  in  viral 
development:  (i)  the  modification  of  the  capsid  to  enhance  transduction  and  tissue 
penetration (Muzyczka and Warrington 2005; Petrs‐Silva et al. 2008; Yu et al. 2011; Dalkara 
et al. 2012; Yu et al. 2013), (ii) the modification of the viral fibers to create viruses which 





strong  otoferlin  and  low  eGFP  expression  in  some  IHCs,  but  also  other  cell  types.  The 
relatively  lower eGFP expression could be explained by  the  less efficient  IRES‐sequence‐
dependent expression of the eGFP sequence (Mizuguchi et al. 2000). Intriguingly, in Ad5‐
HBA‐mOtofWT‐IRES‐eGFP transduced cultures,  I could solely detect exogenous eGFP‐, but 




principle otoferlin  rescue experiment  in vitro, but also highlight  the essential need  for a 
functional otoferlinWT construct. Here, EP could be a helpful tool to test expression of the 
construct  –  and  also  other  mutant  otoferlin  constructs  ‐  prior  to  virus  production  to 
circumvent unnecessary costs through virus production with a malfunctioning construct – 









Since  the  general  structural  integrity  and  cell  morphology  were  maintained  after  Ad5 
application, our data confirm previous in vitro (Holt 2002) and in vivo (Luebke et al. 2001) 
reports,  that  showed  that  the  second  Ad5  generation  exhibits  low  cytotoxicity  when 
compared to the first generation (Holt et al. 1999). In my experiments, Ad cytotoxicity could 
directly be measured, as secondary detrimental effects on the morphology of the culture – 
e.g.  through the hosts  immune response and the resulting tissue  inflammation – can be 





al.  2004),  that  second  generation  Ad5  is  a  vector  suitable  for  in  vitro  cell  physiological 
applications.  The  second  generation  Ad5  even  showed  the  capability  to  successfully 




when  a  correctly  functioning  construct  is  available.  HD‐Ads  have  been  shown  to  evoke 
diminished adaptive  immune responses, while  the  transduction was as high as of a  first 
generation  Ad  (Muruve  et  al.  2004). Recently,  long  term  transient  expression with  low 
toxicity (Schiedner et al. 1998; Ehrhardt and Kay 2002; Ehrhardt et al. 2003), unaltered OHC 








role  in  Ca2+‐sensing  and  vesicle  replenishment  at  the  IHC  ribbon  synapse,  it  is  of  great 
interest to establish rescue protocols to (i) obtain a more detailed view on the properties of 
the protein and  its  functional domains and  (ii) ultimately use  the knowledge  to develop 
gene  therapy  in  patients  suffering  from  DFNB9.  While  other  studies  have  successful 
performed  rescue  experiments  using  adeno‐associated  viruses,  these  viruses  lack  the 
capability of accommodating the relatively large sequence of otoferlin into their genome.  
In the present study, I established and characterized novel in vitro methods to transfer the 





from mice  of  embryonic  day  E14.5,  with  which  –  compared  to  previous  attempts  with 
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